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structure of constitutive polysaccharides of heparin and have acid gps . 
in free or salified form (pref . sodium, magnesium or calcium salts) are 
characterised in that the constitutive polysaccharides have an 
ethylenic double bond at one end of their chain and in that the mixts., 
in the form of their sodium salts have the following characteristics 
(1) % of sulphur 9-13.5 %; (2) % of nitrogen 1.8-2.5%, (3) % of uronic 
acids 20-30%; (4) 2000-10000 daltons and (5) specific rotation in aq. 
soln. at 20 deg.C (alpha) D20 +25 deg. to +55 deg. 

Anticoagulants and antithrombotic agents used for treatment and 
prevention of thromboses and as hypolipaemic agents. The sulphated 
polysaccharides of the present invention have longer duration of 
activity than does heparin and cause less side- effects (haemorrhage) . 
The partic. those with mean mol . wt . less than 7000 daltons, have 
antithrombotic activity superior to their anticoagulant activity and 
have similar toxicity to heparin when administered subcutaneously . 
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Beschreibung 

La presente invention a pour objet de nouveaux melanges de polysaccharides sulfates de poids mole- 
culaire moyen en poids inferieur a celui de l'heparine, utilisables comme agents anticoagulants et anti- 
5 thrombotiques dans la prevention et le traitement des thromboses et comme agents hypolipemiants. 

L'heparine est un melange de mucopolysaccharides sulfates d'origine animale, largement utilise pour 
ses proprietes anticoagulantes et antithrombotiques, notamment dans la prevention des thromboses 
veineuses post-operatoires, et pour ses proprietes hypolipemiantes. On sart qu'elle agit dans le proces- 
sus de la coagulation en activant un inhibiteur naturel de la coagulation contenu dans le sang, I'anti- 
10 thrombine III. L'activation de cette proteine a pour effet d'inhiber Taction de deux proteases, le facteur 
X-active (facteur Xa) d'une part et la thrombine d'autre part. 

L'activite anticoagulante in vitro de I'h6parine est mesuree communement par les techniques off iciel- 
les des pharmacopees, en particulier des pharmacopees americai ne, anglaise ou f rancaise, en se refe- 
rent a un etalon international. Mais il est maintenant possible de mesurer ses activites specifiques in 
15 vitro, d'une part vis-a-vis du facteur Xa et d'autre part vis-a-vis de la thrombine (cf. par exemple 
A. TEIEN et al. v Thrombosis Research, 1 1, 107, 1977). 

Les heparines commercials, qui sont des melanges de polysaccharides dont le poids moleculaire 
moyen en poids est superieur a 1 0 000 daltons et dont la dispersion de poids moleculaires va de 4000 a 
45 000 daltons environ, presenters les activites in vitro suivantes: 

20 

— Activite anticoagulante mesuree par la methode de la pharmacopee francaise, 8eme edition, 
monographie heparine, en se referant au 3eme etalon international (ou activite anticoagulante 
codex) : 140 a 200 u.i./mg. 

— Activite anti-Xa mesuree par la methode de TEIEN et al. (deja cite), en se referant au 3eme etalon 
25 international : 1 60 a 1 80 u.i./mg. 

— Activite A.P.T.T. (Activated Partial Thromboplastin Time) mesuree par la methode de TEIEN et al. 
(deja cite), en se referant au 3eme etalon international : 150 a 170 u.L/mg. 

L'heparine est obligatotrement administree par voie parenterale (en pratique la voie sous-cutanee) et 
30 sa duree d'action est relativement courte, d'ou les deux inconvenients majeurs suivants : necessite 
d'eff ectuer trois administrations par jour et frequence relativement elevee d'accidents hemorragiques 
post operatoires. 

II est connu (cf. JOHNSON et al., Thrombos. Haemostas. Stuttg., 1 976, 35, 586-591 ; LANE et al. 
Thrombosis Research 16, 651-662, Pergamon Press Ltd. 1979; LASKER, CHIU, Annals N.Y. Acad. 

35 Sci., 222, 1 973. 971-977; LASKER, Adv. Exp. Med. Biol. 52, 1 975, 1 1 9-1 30) que I'on peut obtenir 
par fractionnement de l'heparine, par exemple par filtration sur gel Sephadex, des fractions de poids 
moleculaire moyen plus faible que ceiui de l'heparine et de dispersion de poids moleculaires moins large 
que celle de l'heparine. Ainsi que le montrent les essais effectues in vitro et in vivo, de telies fractions 
d'une part sont relativement plus actives sur le facteur X-active que sur la thrombine (c'est-a-dire qu'el- 

40 les presentent un rapport activite anti-Xa nettement superieur a 1), et d'autre part activite anti- 
thrombintque sont plus a isement absorbees dans la circulation a partir d'une injection sous-cutanee que 
l'heparine elle-meme, d'ou une activite plasmatique plus elevee et de plus longue duree que celle de 
l'heparine. 

II est connu egalement (cf. LASKER et CHIU deja cite; LASKER deja cite; brevet U.S. 3 766 1 67; 

45 PERLIN et al, CARBOHYDRATE Research. 18, 1971, 185-194) de preparer, par hydrolyse enzy- 
matique de l'heparine, des produits de depolymerisation ayant un poids moleculaire moyen bas (prati- 
quement 5300 a 4500 daltons, determine par ultracentrif ugation) et une activite anticoagulante, deter- 
mine par la methode U.S.P. N° XVII, d'environ 70 u.i./mg. Ces produits de depolymerisation peuvent 
etre fractionnes, par filtration sur gel Sephadex, en fractions dont les poids moleculaires moyens, deter- 

50 mines par uttracentrifugation, vont de 3200 a 5900 daltons et les activites anticoagulantes de 45 a 
95 u.i./mg (methode U.S.P.). Ces produits de depolymerisation et les fractions qui en sont issues sont 
actifs par la voie orale aussi bien que par la voie parenterale. 

II est connu aussi (cf. LASKER deja cite) de preparer, par depolymerisation de I'heparine a I'aide 
d'acide ascorbique et d'eau oxygenee, des produits de bas poids moleculaire moyen. La depotymerisa- 

55 tion a I'aide d'acide ascorbique et d'eau oxygenee conduit, apres fractionnement a I'alcool. a des 
fractions ayant un poids moleculaire moyen de 4000 a 7 1 00 daltons et une activite anticoagulante de 
1 2 a 1 00 u.i./mg (methode U.S.P.). 

Enfin, il est connu (cf. demande de brevet anglais 2 002 406 A publiee le 21 .02.1 979) de preparer, 
par resulfatation de produits de depolymerisation de l'heparine denues d'activite anticoagulante, des 

so oligopolysaccharides ayant un poids moleculaire moyen, determine par la methode de Somogy, de 
2600 a 5500 daltons, un pouvoir rotatoire specif ique mesure en solution aqueuse a 20°C de +40° a 
+50° et une activite anticoagulante inferieure a 50 u.i./mg (methode U.S.P.) qui seraient actifs aussi 
bien par vote orale que par voie parenterale pour la prevention des thromboses. 
Les melanges de polysaccharides sulfates selon I'invention sont des melanges de polysaccharides 

55 sulfates ayant la structure generate des polysaccharides constitutifs de l'heparine, c'est-a-dire presen- 
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tant les m§mes chatnons 6tementaires que les polysaccharides constitutifs de I'hGparine, lesdits 
chalnons 6lementaires 6tant Ites de la meme manure que dans ces derniers. Toutefois, contrairement 
aux polysaccharides constitutifs de I'rteparine. les polysaccharides constitutifs des melanges selon 
I'invention component une double liaison 6thyl6nique 6 Tune des exttemites de leur chaine. 

Dans les rrtelanges selon I'invention, les groupes acides des polysaccharides sulfates peuvent 6tre 5 
sous forme libre ou sous forme salif tee, en particulier sous forme de sel de sodium, de calcium ou de 
magnesium. 

Les melanges selon I'invention ptesentent, 6 l'6tat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes: 

— pourcentage de souf re: , 9% 6 1 3,5% 10 

- pourcentage d'azote: 1 .8% 6 2,5% 
pourcentage d'acides uroniques: 20% 6 30% 

... ♦ nnnn x m ru 



poids moleculaire moyen en poids: 2000 6 1 0 000 daltons 

pouvoir rotatoire sp6cifique en solution aqueuse 6 20°C: [a] D = +25° 6 +55° 




-O-tG— O — U^O 

H R' 




IS 



Les teneurs en souf re et en azote et le pouvoir rotatoire indiquGs ci-dessus ont ktk d6termin6s par les 
rrtethodes de la pharmacopGe f rancaise, 86me Edition, monographie Sparine. La teneur en acides uro- 
niques a 6te d6termin6e par la m6thode de N. BLUMENKRANTZet al. (Analytical Biochemistry. 54, 484, 
1 973). Le poids moleculaire moyen en poids a 6te d6termin6 par chromatographic par pernteation de 
gel sur gel de polyacrylamide-agarose en se tef Grant a des 6talons constituGs par des rteparines de poids 20 
moteculaire moyen connu, selon la nrtethode de Andersson et al. (Thrombosis Research 9, 575, 1 976). 

Les polysaccharides constitutifs des melanges selon I'invention tepondent en particulier 6 la formule: 

25 



30 



dans laquelle R dGsigne un atome d'hydrogfene ou un groupe carboxylique, sous forme acide ou sous 
forme saliftee, R' dGsigne un groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme salif tee, 
Rn dGsigne un groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme saliftee. R 2 dGsigne un 35 
groupe sulfonate, sous forme acide ou sous forme salif tee, ou un groupe acGtyle, -O- dGsigne un pont 
oxygGne, les chalnons G designent les chalnons du type glucosamine figurant dans la structure de I'hG- 
parine, les chamons U dGsignent les chatnons du type acide uronique (acide D-glucuronique, acide 
L-iduronique, acide L-iduronique sulfate) figurant dans la structure de I'hGparine, et n est un nombre 
entier de 3 6 20. 40 

Dans la formule (I) ci-dessus, les groupes acides des poly saccha rides peuvent dtre sous forme libre ou 
sous forme salif tee, en particulier sous forme de sel de sodium, de calcium ou de magnGsium. 

Bien que la presente invention concerne I'ensembledes melanges tels que dGfinis prGcGdernment, elle 
a plus particuliferement pour objet ceux de ces melanges qui, 6 I'Gtat de se! de sodium, prGsentent les 
caracteristiques additionnelles indiquGes pour les categories I, II. Ill dans le tableau A ci-aprfes: 45 



Tableau A 



Categoric I Categorie II Categorie III 50 



Poids molGculatre moyen en poids (en daltons) 8000 6 1 0 000 3000 6 8000 2000 k 7000 

Activite anticoagulante in vitro Codex 1 30 k 1 60 

Activity in vitro anti-Xa 1 30 k 1 80 

Activite in vitro A.P.T.T. 1 00 k 1 50 

Rapport activite in vitro anti-Xa 1 G 1 5 

activite in vitro A.PT.T. 

L'activite anticoagulante Codex indiquGe dans le tableau A a GtG dGterminGe par la mGthode de la 
pharmacopGe francaise, 86me Edition, monographie hGparine. Les activitGs anti-Xa et A.P.T.T. indi- 65 



80 k 140 
120 6 250 
BOk 120 

1.4 6 3 



10 6 80 
80 k 250 
10 6 80 

26 10 
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qu6es dans le tableau A de m&me que celles indiqu6es plus loin dans les tableaux B et C ont ete determi- 
nes par la m6thode de TEIEN et a). (d£jd cite), en suivant les modes operatoires decrits ci-dessous: 



5 a) Mesure de l'activite anti-Xa 

Cette activity est determinSe sur plasma de bovin deplaquette b I'aide du substrat chromogfene 
S 2222 [peptide chromogfcne de structure (N-benzoyl) lle-Glu-Gly-Arg-(p-nitro)anilide] et en se r6f6- 
rant au 3fcme 6talon international. 

10 A 100 \l\ de solution du produit b tester ou de l'6talon en milieu tampon aqueux Tris/EDTA pH 8,4, 
reptesentant O f 02 b 0,08 |xg de produit ou d'etalon, on ajoute 1 00 \l\ de plasma de bovin citrate, 
ptealablement dilu6 au 2/5 avec le tampon tris/EDTA precedent. Aprfcs trois minutes d'incubation b 
37°C, on ajoute 1 00 jil d'une solution aqueuse de facteur Xa bovin reptesentant 7 n Kat de f acteur Xa. 
Aptes 30 secondes d'incubation on ajoute 200 jxl de solution aqueuse de S 2222 reptesentant 0,2 

IS jimole de S 2222. Aptes trois minutes d'incubation on ajoute 300 til d'acide ac6tique et on lit la density 
optique de la solution b 405 nm par rapport b de I'eau distil!6e. 

En tra^ant les courbes qui donnent la density optique mesutee en fonction de la concentration d'une 
part dans le cas du produit h tester, d'autre part dans le cas de l'6talon. on obtient deux droites, Tune 
relative au produit b tester I'autre relative b l'6talon. L'activit6 du produit k tester, exprimee en unites 

20 internationales par mg, est donn£e par la formule: 

pente de la droite relative au produit b tester 
pente de la droite relative b I'etalon 

2S 

le chiffre 173 correspondant b la valeur de l'activite pour le 3feme 6talon international. Le rapport 
ci-dessus des pentes des deux droites est 6gal b I'inverse du rapport des concentrations en produit b 
tester et en etalon conduisant b une mSme density optique. 

30 

b) Mesure de l'activite A.PT.T. 

Le produit b tester et le 3fcme etalon international sont dissous dans une solution aqueuse 0,1 5 M de 
chlorure de sodium, puis dilu6s avec du plasma de bovin citrate deplaquette de f agon b obtenir des con- 

35 centrations en produit b tester (ou en 6ta!on) de 0 b 4 (jg/ml. 

A 1 00 uJ de la solution ainsi tealisSe on ajoute 1 00 j/1 de teactif »automated APTT Precibio« (teactif b 
base de de phospholipides de cerveau de lapin et de silice micronis6e) et, aptes une incubation de 
5 minutes b 37°C, 1 00 ui d'une solution aqueuse 0,025 M de chlorure de calcium. On mesure le temps 
de coagulation b I'aide cfun fibromfctre Bio-Merieux. 

AO En tra$ant les courbes qui donnent le logarithme du temps de coagulation en fonction de la concentra- 
tion d'une part dans le cas du produit b tester, d'autre part dans le cas de l'6talon, on obtient deux 
droites. L'activite du produit b tester, exprim6e en unites internationales par mg, est donn6e par la 
formule: 

*5 pente de la droite relative au produit b tester 

pente de la droite relative b I'etalon 

le chiffre 173 correspondant b la valeur de l'activite pour le 3fcme etalon international. 

SO Toutes les activity figurant dans les tableaux A, B et C sont exprimees en unites internationales par 
mg (u.iVmg), en se iterant au 36me etalon international. 

Les melanges selon I'invention sont pr6pates par action d'une base min6rale ou organique sur un ester 
d'heparine resultant de I'esterif ication partielle ou totale des groupes acide carboxylique de I'h6parine. 
Dans cat ester les groupes acides de I'h6parine non esterif ies (c'est-fc-dire les groupes sulfate acide et 

SS eventuellement une partie des groupes acide carboxylique) peuvent &tre b l'6tat libre ou sous forme de 
sel, en particulier de set alcalin tel que le sel de sodium, de sel alcalino-terreux tel que le sel de calcium, 
de sel de magnesium ou de sel d'ammonium quaternaire b longue chaine tel que le sel de benz6thonium. 

Dans le cas ou Tester d'h6parine est soluble dans I'eau (cas par exemple ou les groupes acides non 
esteriftes sont sous forme de sel de sodium), la reaction entre Tester et la base peut §tre effectu6e dans 

60 I'eau, b une temperature de 20°C b 80°C, la concentration molaire de la base dans le milieu 6tant de pre- 
ference comprise entre 0,1 et 0,6. Comme bases utilisables on peut citer les bases solubles dans I'eau et 
en particulier I'hydroxyde de sodium, I'hydroxyde de potassium, les carbonates alcalins, la triethyla- 
mine, ta tri6thylfenediamine. la quinuciidine. le diaza-1 ,5 bicyclo [4.3.0] nonfcne-5 et le diaza- 1 .5 bicyclo 
[5.4.0] undecfene-5. Une fois la reaction termin6e, on isole le produit de d6polym6risation forme, par 

65 exemple par precipitation par addition de chlorure de sodium, puis de methanol. 
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La reaction entre Tester et fa base peut egalement etre effectu6e, en particulier dans le cas ou les 
groupes acides non esterif i6s de Tester sont sous forme de sel d'ammonium quaternaire k longue 
chalne, dans un solvant organique inerte dudit ester, tel que par exemple le dichlorom6thane, le dim6- 
thy If ormamide, le f ormamide ou le tetrahydrof uranne, * una temperature de preference de 20°C k 80°C. 
Comme bases utilisables on peut citer les bases solubles dans le solvant utilise et en particulier le diaza- 5 
1,5 bicycio [4.3.0] nonfcne-5, la quinuclidine et le diaza-1,5 bicyclo [5.4.0] undecfene-5. Une fois la 
reaction termin6e, on isole le produit de depolymerisation forme, dans lequel les groupes acide carboxy- 
lique sont encore est6rifi6s, k T6tat de sel alcalin, et Thydrolyse par une solution aqueuse d'hydroxyde 
alcalin, en particulier d'hydroxyde de sodium, au moins 1 N, k basse temperature (0°C k +5°C). Le 
product final est s6par6, par exemple par precipitation par addition de chlorure de sodium, puis de 10 
methanol. 

Les esters d'heparine utilises comme produits de depart pour la preparation des melanges de polysac- 
charides selon T invention peuvent etre des esters non select ifs ou select if s. Par esters non select ifs on 
entend dans le cadre de la pr6sente invention des esters d'heparine dans lesquels sont est6rifies indiff 6- 
remment les groupes carboxyliques des chainons acide D-glucuronique, acide L-iduronique non sulfate 15 
et acide L-iduronique sulfate. Par esters seiectifs on entend dans le cadre de la presente invention des 
esters d'heparine dans lesquels sont est£rifi6s, partiellement ou totatement, soit uniquement les grou- 
pes carboxyliques des chainons acide D-glucuronique, soit uniquement les groupes carboxyliques des 
chainons acide D-glucuronique et acide L-iduronique non sulfate, soit encore uniquement les groupes 
carboxyliques des chainons acide L-iduronique non sulfate et acide L-iduronique sulfate, soit enfin uni- 20 
quement les groupes carboxyliques des chainons acide L-iduronique sulfate. 

Comme esters d'heparine utilisables comme produit de depart dans les procedes selon 1'invention, on 
peut citer en particulier les esters d'heparine decrits dans le brevet franpais 2 1 50 724 et dans le brevet 
anglais 1 501 09 5, ainsi que les esters m6thylique, ethy lique, ethoxy carbonyl methylique, cyanom6thy- 
lique, benzylique et benzylique substitue (en particulier chloro-4 benzylique, nitro-A benzylique) 25 
d'heparine. On emploie de preference comme produit de depart les esters benzylique ou benzylique 
substitue d'heparine. Les esters d'heparine utilises comme produits de depart dans les procedes selon 
('invention peuvent etre issus d'heparine de n'importe quelle origine (h6parine de poumon de boeuf, 
heparine de muqueuse de pore, heparine d'intestins de boeuf, etc. . .). 

Les esters methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanomethylique, benzylique et benzy- 30 
lique substitue d'heparine non seiectifs peuvent §tre obtenus par exemple par action d'un sel neutre 
d'ammonium quaternaire ou d'amine de Th6parine avec un d6riv6 halog6ne de formule Hal— CH 2 — R (II) 
dans laquelle Hal designe un atome de chlore, de brome ou d'iode det R designe un atome d'hydrogfcne 
ou un groupe m6thy!e, 6thoxycarbonyl, cyano, phenyle ou phenyle substitue. Cette reaction est effec- 
tu6e en solution ou en suspension dans un solvant inerte tel que le dimethylformamide, le clorure de 35 
methylene, le dimethylsulfoxyde, le tetrahydrofuranne ou Tacetone, k une temperature comprise entre 
-20°C et +60°C. 

Les esters methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanomethylique, benzylique et benzy- 
lique substitue d'heparine dans lesquels sont esterif i6s, partiellement ou totatement, soit uniquement 
les groupes carboxyliques des chainons acide D-glucuronique, sort uniquement les groupes carboxyli- AO 
ques des chainons acide D-glucuronique et acide L-iduronique non sulfate, sont obtenus par reaction 
d'un derive halog6n6 de formule (II) tel que d6f ini precedemment avec un sel acide d'ammonium quater- 
naire de Theparine dans lequel sont salifies, outre les groupes sulfate, soit uniquement les groupes car- 
boxyliques des chainons acide D-glucuronique, soit uniquement les groupes carboxyliques des 
chamons acide D-glucuronique et acide L-iduronique non sulfate, les autres groupes carboxyliques 45 
etant sousf orme acide. Cette reaction est eff ectu6e dans les m&mes conditions que la reaction du derive 
halogene de formule (II) avec un sel neutre d'ammonium quaternaire de Theparine. 

Les sels acides d'ammonium quaternaire de Theparine, dans lesquels sont salifies, outre les groupes 
sulfate, uniquement les groupes carboxyliques des chainons acide D-glucuronique, sont obtenus par 
action d'un sel d'ammonium quaternaire sur Theparine, en milieu aqueux, k un pH compris entre 3 et 4. 50 

Les sels acides d'ammonium quaternaire de Theparine, dans lesquels sont salifies, outre les groupes 
sulfate, uniquement les groupes carboxyliques ques chainons acides D-glucuronique et L-iduronique 
non sulfate, sont obtenus par action d'un sel d'ammonium quaternaire sur Theparine, en milieu aqueux, 
k un pH suffisamment bas pour former le sel d'ammonium quaternaire de Theparine dans lequel seuls 
sont salifies les groupes sulfate (en pratique pH 2 k 2,5), puis neutralisation selective des groupes car- 55 
boxyliques des chainons acide D-glucuronique et acide L-iduronique non sulfate du produit ainsi obtenu 
par addition d'une quantite calcul6e d'hydroxyde d'ammonium quaternaire en milieu dimethyl- 
formamide. Cette quantite est calcu!6e en se basant sur la courbe de neutralisation d'une prise de poids 
determine dudit produit en milieu dimethylformamide. 

Les esters methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanomethylique. benzylique et benzy- 60 
lique substitue d'heparine dans lesquels sont esterif i6s. partiellement ou totalement, soit uniquement 
les groupes carboxyliques des chainons acide L-iduronique sulfate soit uniquement les groupes carbo- 
xyliques des chainons acide L-iduronique non sulfate et acide L-iduronique sulfate sont prepares par 
action d'un alcool de formule HO-CH 2 -R (III), dans laquelle R est un atome d'hydrogfcne, ou un groupe 
methyle, ethoxycarbonyl, cyano, phenyle ou phenyle substitue, sur Theparine, en milieu aqueux, en pre- $5 
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sence d'un agent de condensation du type carbodiimide soluble dans I'eau tel que par exemple l'ethyl-1 
(dirn6thylamino-3 propyl)-3 carbodiimide, le pH du milieu 6tant ajuste h une valeur comprise dans 
I'intervalle 3,5-4,5 dans le premier cas et & une valeur comprise dans Tintervalle 2-3 dans le deuxieme 
cas. Comme alcool de formule (III) utilisable on peut citer en particulier le methanol et Tethanol, auquel 

5 cas on obtient respectivement des esters d'heparine selectifs m6thylique et ethylique. 

Certains des esters d'heparine cit6s pr6c6demment, en particulier les esters d'rts seiectifs, sont des 
produits nouveaux, qui sont decrits et revendiqu6s, ainsi que leurs proc6d6s de preparation, dans la 
demande de brevet europ£en 81 400 727.4 d6pos6e le 8 mai 1 981 au nom de la demanderesse, reven- 
diquant le benefice de la priority de la demande frangaise 80/10792 du 14 mai 1980. 

10 Les proc6d6s selon I'invention utilisant Taction d'une base min6rale ou organique sur un ester 
d'heparine, qui sont des precedes par ^-Elimination, permettent de r6aliser une d6polymerisation par- 
tielle et contr6!6e de Th6parine sans alterer sa structure generate. 

Les melanges de polysaccharides sulfates selon I'invention possfedent des activity anticoagulante et 
antithrombotique et une activity hypolipemiante. Pour les melanges de poids moieculaire moyen suffi- 

15 samment faible (en pratique inf6rieur ou 6gal ft 7000 daltons), Cactivite antithrombotique est sup6- 
rieure ft Tactivite anticoagulante. Les melanges selon I'invention sont peu toxiques. A titre d'exemple, le 
produit de I'exemple 9 est atoxique & la dose de 300 mg/kg chez le rat et la souris, torsqu'il est admi- 
nistr6 par la voie intra-veineuse, et presente une toxicity identique £ celle de Th6parine, lorsqu'il est 
administre par la voie souscutan&e. 

20 Les m6langes de polysaccharides sulfates selon I'invention dans lesquets les groupes acides des poly- 
saccharides sont sous forme de sels pharmaceutiquement acceptables, en particulier sous forme de sel 
de sodium, de calcium ou de magnesium, sont utilisables, en tant qu'agents anticoagulants et anti- 
thrombotiques, pour la prevention et le traitement des thromboses. Us sont egalement utilisables pour le 
trattement de Thyperlip6mie. lis peuvent fctre avantageusement substrtues ft Th6parine pour de telles 

25 applications. En eff et, administres par voie sous-cutanee. ils presentent une plus longue dur6e d'action 
que Theparine, ce qui permet de diminuer la frequence des injections. D'autre part, ils provoquent moins 
cTeffets secondaires (effets hemorragiques) que Theparine. 

ils peuvent etre administres, en melange avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, par voie 
intra-veineuse, par voie sous-cutanee, par voie pulmonaire (inhalation), par voie rectale, et, pour les 

SO melanges de poids mo!6culaire moyen suffisamment bas (melanges de la categoric III en particulier), 
par voie orale. Les doses admi nistr6es dependent du mode d'administration et de Teff et recherche (effet 
anti-thrombotique ou hypolipemiant). 

Les examples suivants illustrent ('invention sans la limiter. Le sel neutre de benzethonium d r h6parine 
ou heparinate de benzethonium utilise comme produit de depart dans les exemples 1 ft 3, 1 0, 1 2 £ 1 5 

35 est issu d'une heparine d'intestin de pore ayant les caracteristiques suivantes: 

— poids moieculaire moyen en poids: 1 6 000 daltons 

- pouvoir rotatoire specif ique en solution aqueuse ft 20°C: [all 0 ■ +41° 

- activite anticoagulante Codex: 1 57 u.i./mg 

40 

Le sel neutre de benzethonium d'heparine ou heparinate de benzethonium utilise comme produit de 
depart dans les exemples 4 a 9 et 11 est issu d'une h6parine d'intestin de boeuf ayant les caracteristi- 
ques suivantes: 

45 — poids moieculaire moyen en poids: 1 1 400 daltons 

[a]§° = +37° 

— activite anticoagulante Codex: 128 u.i./mg 

Le sel neutre de benzethonium d'heparine ou heparinate de benzethonium utilise comme produit de 
50 depart dans Texemple 1 6 est issu d'une heparine de muqueuse de pore ayant un poids moieculaire 
moyen en poids de 1 6 000 daltons, un pouvoir rotatoire sp6cif ique en solution aqueuse ft 20°C de + 44° 
et une activite anticoagulante Codex de 1 80 u.i./mg. 

Le sel de sodium d'heparine utilise comme produit de depart dans les exemples 1 7 £ 1 9 correspond ft 
Theparine de muqueuse de pore ci-dessus. 

55 

Exemple 1 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 600 ml de dim6thylf ormamide on ajoute 
60 30 g de chlorure de (chloro-4)benzyle. Aprfts dissolution, on laisse en contact 60 heures ft la tempera- 
ture ambiante (environ 20°C) puis ajoute 600 ml d'une solution ft 10%d'ac6tate de sodium dans le 
methanol. Le precipite forme est s6par6 par filtration, Iav6 au methanol et s6che sous vide. On obtient 
ainsi 10,75 g d'ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 
On met en contact, sous agitation, Tester obtenu avec 269 ml d'une solution aqueuse 0,4 N d'hydro- 
65 xyde de sodium a 25°C. Au bout de 2 heures on neutralise par addition d'une solution aqueuse 0,4 N 
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d'acide chlorhydrique et precipite par addition de deux volumes (c'est-6-dire le double « ^" volume de ,1a 
phase aqueuse) de methanol. On isole parfrtration 8.46 g d'hepanne depolymerisee. sous forme de sel 
de sodium. 

5 

Exemple 2 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 600 ml de dimethylformamide on ajoute 
30 g de chlorure de benzyle. Apres dissolution, on laisse en contact 60 heures e la temperature 
ambiante. puis precipite par addition de 600 ml d'une solution a 1 0% d'acetate de sod.um dans le M 
methanol. On isole le precipite par filtration, le lave au methanol et le seche sous v.de. On obttent ainsi 
1 1 ,4 q d'ester benzylique d'h6parine sous forme de sel de sodium. 

On met en contact pendant deux heures. sous agitation. 3 g d'ester ci-dessus avec 75 ml d une solu- 
tion aqueuse 0.4 N d'hydroxyde de sodium a 20°C-25°C. Puis on neutralise par addition d une solution 
aqueuse 0.4 N d'acide chlorhydrique et precipite par addition de 2 volumes de methanol. On isole ainsi M 
2,23 g d'heparine depolym6risee, sous forme de sel de sodium. 

Exemple 3 

2C 

A une solution de 1 0 g d'heparinate de benzethonium dans 250 ml de dichloromethane on ajoute 1 0 g 
de chlorure de benzyle. . , ... 

Apres dissolution, on abandonne 24 heures a la temperature ambiante. puis evapore le solven t sous 
vide Le residu est dissous dans 1 50 ml de dimethylformamide et on pr«ciprte| par »^*on de 1 50 ml 
d'une solution d'acetate de sodium a 1 0%dans le methanol. On separe par filtration 3,67 g d ester ben- * 

zvlique d'heparine. sous forme de sel de sodium. , . „„ 

*On traite sous agitation, pendant 2 heures. 2 g de I'ester ci-dessus avec 50 ml ^.^"^EH 
0 1 N d'hydroxyde de sodium a 60°C. Apres refroidissement. on neutralise par addition d une solution 
aqueuse 0.1 N d'acide chlorhydrique. puis precipite par addition de 2 volumes de methanol. On obtient 
ainsi 1 ,54 g d'heparine depolymerisee, sous forme de sel de sodium. 

Exemple 4 

A une solution de 5 g d'heparinate de benzethonium dans 1 25 ml de dichloromethane on ajoute 5 g 
de chloracetate d'ethyle et. apres dissolution, on laisse en contact pendant 3 jours a la temperature 
ambiante. On evapore le solvent sous vide, reprend le residu par 75 ml de *<«^™^«» B Jgjj 
pite par addition de 75 ml d'une solution a 10%d'acetate de sodium dans le m«h«m>' u > preciprt*. 
s6pare par filtration, est lave au methanol, puis seche sous vide. On obtient einsi 1 .72 g d ester carbe- 
thoxvmethvliaue d'heparine. sous forme de sel de sodium. 

S7l 7 g de I'ester ci-dessus par 43 ml d'une solution aqueuse 0.1 N d'hydroxyde de sodium * 
60°C, sous agitation, pendant deux heures. Apres refroidissement on neutralise par addrtio" d une 
solution aqueuse 0.1 N d'acide chlorhydrique et p^^ 

isole par filtration 1 ,33 g d'heparine d6polymerisee, sous forme de sel de sodium. 

Exemple 5 

A une solution de 1 0 g d'heparinate de benzethonium dans 250 ml de dichloromethane on ajoute 1 10 g 
de chlorure de (chloro-4)benzyle. que I'oh dissout par agitation On abandonne i^' 0 "^ 8 " 1 . 2 * 
heures a temperature ambiante puis evapore le solvent sous vide. U iMu Mt repris i pa ^1 50 mr de 
dimethylformamide et on precipite par addition de 1 50 ml de solution a 1 0M toMM* SS. tf? 
le methanol. Apres filtration, lavage du precipite au methanol et sechage sous vide, on isole 3.84 g d e- 
ster chloro-4 benzylique d'heparine. sous forme de sel de sodium. . .. mJl 

On trarte 2 g de I'ester ci-dessus par 50 ml d'une solution aqueuse 0.1 N d'hydroxyde de sod urn a 
60°C. sous agitation, pendant deux heures. Apres refroidissement et neutralisation par uwsoto 
aqueuse 0.1 N d'acide chlorhydrique. on precipite paraddition de deux volumesde mtthanol. ^On ^sole \e 
precipite par filtration, le lave au methanol et le seche sous vide. On obtient ainsi 1.38 g d nepanne 
depolymerisee. sous forme de sel de sodium. 

Exemple 6 

A une solution de 5 g d'heparinate de benzethonium dens 1 25 ml de dichloromethane on ajoute 5 g de 
chlorure de (nitro-4)benzyle, que I'on dissout per agitation. La solution est ensuite abandonnee pendant 
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3 jours £ !a temperature ambiante, puis on evapore le solvant sous vide et dissout le r6sid u dans 7 5 ml de 
dimethylformarnide. On precipite Tester form6 par addition de 75 ml de solution £ 10%d'ac6tate de 
sodium dans le methanol. Le pr6cip'rt6 est recueilli par filtration, lave au methanol et s6ch6 sous vide. On 
obtient ainsi 1 .89 g d'ester nrtro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 
5 On traite 1 ,85 g de Tester ci-dessus par 46 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de sodium £ 
60°C, pendant deux heures, sous agitation. Apr£s refroidissement, on neutralise par addition d'une 
solution aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de deux volumes de methanol. 
Le precipite est isoie par filtration, Iav6 au methanol et s6ch6 sous vide. On obtient ainsi 1 ,1 3 g d'h6pa- 
rine d6polymefis6e, sous forme de sel de sodium. 

10 

Exemple 7 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 500 ml de dichloromethane on ajoute 30 g 
15 de chlorure de benzyle, que Ton dissout par agitation. La solution est ensuite abandonn6e £ temperature 
ambiante pendant 24 heures, puis on evapore le solvant sous vide et reprend le residu par 400 ml 
d'ether. L'insoluble est s6par6 par filtration. On obtient -ainsi 30 g d'ester benzylique d'heparine, sous 
forme de sel de benzethonium. Cet ester est dissous dans 200 ml de dichloromethane contenant 8 ml de 
diaza- 1 ,5 bicyclo [4.3.O.] non£ne-5. On porte e reflux pendant 3h30, puis 6vapore le solvant sous vide. 
20 Le residu est dissous dans 450 ml de dimethylformarnide et on ajoute un 6gal volume d'une solution 6 
10%d'ac6tate de sodium dans le methanol. Le pr6cipite est recueilli par filtration et lave au methanol. 
Puis on le traite £ 0°C pendant une heure par une solution aqueuse 1 N d'hydroxyde de sodium. Aprfes 
neutralisation, on precipite par addition de deux volumes de methanol. Le pr6cipite est isoie par filtra- 
tion, lave au methanol et s6ch6 sous vide. 
25 On obtient 6,6 g d'heparine depolym6risee, sous forme de sel de sodium. 



Exemple 8 

30 A une solution de 1 0 g d'h6parinate de benz6thonium dans 250 ml de dichloromethane on ajoute 1 0 g 
de chlorure de (chloro-4)benzyle, que Ton dissout par agitation. Le solution est abandonnee £ tempera- 
ture ambiante pendant 24 heures, puis on 6vapore le solvant sous vide. On reprend le r6sidu par 200 ml 
d'ether et isole par filtration le pr6cipit6 forme. On obtient ainsi 1 0 g d'ester ch loro-4 benzylique d'hepa- 
rine, sous forme de sel de benzethonium. 

35 On dissout 5 g de ce produit dans 1 00 ml de dichloromethane contenant 1 ,5 ml de diaza- 1 ,5 bicyclo 
[4.3.0] nonfcne-5 et porte 6 reflux pendant 4 heures. Puis on evapore le solvant sous vide, reprend le 
r6sidu par 30 ml de dim6thytformamide et ajoute 100 ml d'une solution 6 10%d'ac6tate de sodium 
dans le methanol. Le precipite forme est isoie par filtration, lave au methanol, puts traite par 24 ml d'une 
solution aqueuse 1 N d'hydroxyde de sodium pendant une heure £ 0°C. On neutralise par addition d'une 

40 solution aqueuse 1 N d'acide chlorhydrique et precipite par addition de deux volumes de methanol. On 
separe le precipite par filtration. Aprfes lavage au methanol et s6chage sous vide, on obtient 1 g d'hepa- 
rine d6polym6ris6e f sous forme de sel de sodium. 



45 Exemple 9 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 600 ml de dim6thylf ormamide on ajoute 
30 g de chlorure de benzyle. Aprfes dissolution, on laisse en contact pendant 60 heures £ la temperature 
ambiante, puis on precipite Tester forme par addition de 1200 ml d'une solution & 10%d'acetate de 

50 sodium dans le methanol. Le precipite est isoie par filtration, lave au methanol et s6ch6 sous vide. On 
obtient ainsi 1 1 ,4 g d'ester benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On traite 1 0 g de Tester ci-dessus par 250 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de sodium £ 
60°C, pendant deux heures sous agitation. Aprfcs refroidissement, on neutralise par une solution 
aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique et precipite par addition de deux volumes de methanol. Le pr6ci- 

55 pite est filtr6, Iav6 au methanol et seche sous vide. On obtient ainsi 6,65 g d'heparine d6polym6ris£e, 
sous forme de sel de sodium. 



Exemple 10 

60 

A une solution de 1 20 g d'heparinate de benzethonium dans 2,4 1 de dimethylformamide on ajoute 
1 20 g de chlorure de (chloro-4) benzyle, que Ton dissout par agitation. La solution est ensuite abandon- 
nee £ temperature ambiante pendant 60 heures, puis on ajoute 2,4 1 d'une solution £ 1 0%d'ac6tate de 
sodium dans du methanol. Le precipite forme est separe par filtration, lave au methanol et seche sous 
55 vide. On obtient ainsi 46 g d'ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 
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eiSo tralte 20 9 de 1 ester Ci * dessus P ar 500 ml d'une solution aqueuse 0. 1 N d'hydroxyde de sodium k 
P endant deux heures, sous agitation. Aprts refroidissement et neutralisation, on pr6cipite par 
addition de deux volumes de methanol. On isole par filtration 1 1,7 g d'heparine d6polymerisee. sous 
forme de sel de sodium. 

S 

Exemple 11 

A une solution de 30 g d'h6parinate de benz6thonium dans 750 ml de dichloromtthane on ajoute 30 g 
d lodure de methyle, que I'on dissout par agitation. On abandonne la solution pendant 48 heures k tern- 10 
p6rature ambiante, puis 6vapore le solvent sous vide. Le r6sidu est repris par 450 ml de dim6thylform- 
amide et on precipite par addition de 450 ml de solution * 1 0%d'ac6tate de sodium dans le methanol 
Aprfes filtration, le precipite est lave au methanol et sech6 sous vide. On isole ainsi 1 0,5 g d'ester methv- 
hque d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On traite 2 g de I'ester ci-dessus par 50 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de sodium h IS 
60 C, sous agitation, pendant deux heures. Aprfes refroidissement, on am&ne le pH de la solution 6 4 5 
environ par agitation avec une r6sine 6changeuse d'ions carboxylique sous forme H + . La r6sine est 
ensuite s6par6e par filtration et Iav6e a I'eau. Les phases aqueuses rassembltes sont neutralises par 
addition d'une solution aqueuse dilute d'hydroxyde de sodium, puis on lyophilise. On obtient ainsi 2 g 
d hepanne d6polym6risee, sous forme de sel de sodium. 20 



90 



Exemple 12 

On traite 3 g de I'ester chloro-4 benzylique d'heparine obtenu k I'exemple 1 0 par 1 20 ml d'une solu- 
tion aqueuse k 1 0%de carbonate disodique * 60°C, pendant deux heures, sous agitation. Aprfcs refroi- 
dissement, on neutralise par une solution aqueuse 0,4N d'acide chlorhydrique et precipite par addition 
de deux volumes de methanol. On isole par filtration 1 ,57 g d'heparine d6polym6ris6e, sous forme de sel 
de sodium. 

Exemple 1 3 

A une solution de 30 g d'h6parinate de benzethonium dans 600 ml de dim6thylformamide on ajoute 
30 g de chlorac6tate d'ethyle. Aprfes dissolution, on laisse en contact 60 heures k la temperature 35 
ambiante. puis ajoute 600 ml d'une solution a 1 0 % d'ac6tate de sodium dans du methanol. Le pr6cipite 
form6 est s6par6 par filtration, Iav6 au methanol et s6ch6 sous vide. On obtient ainsi 1 0,78 g d'ester 
carb6thoxymethylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On met en contact, sous agitation, 3 g de I'ester ci-dessus avec 1 00 ml d'une solution aqueuse k 3 % 
de tnethylamine k la temperature de 60°C. Au bout de 5 heures, on neutralise par addition d'une so«u- 40 
tion aqueuse d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de 2 volumes de methanol. On isole par 
filtration 2,5 g d'heparine d6polym6ris6e sous forme de set de sodium. 



Exemple 14 45 

A une solution de 5 g d'h6parinate de brenz6thonium dans 1 25 ml de dichloromethane on ajoute 5 g 
de chloracetonitrile, que I'on dissout par agitation. On abandonne la solution pendant 48 heures k tem- 
perature ambiante, puis on evapore le solvant sous vide. Le rtsidu est dissous dans 75 ml de dimethyl- 
formamide et on pr6cipite par addition de 75 ml d'une solution k 1 0% d'ac6tate de sodium dans le SO 
methanol. Le Pr6cipit6 est s6par6 par filtration, lave au methanol et sech6 sous vide. On obtient ainsi 
1,63 g d'ester cyanomethylique d'h6parine, sous forme de sel de sodium. 

On traite Tester obtenu par 40 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de sodium k 60°C, sous 
agitation, pendant deux heures. Aprfes refroidissement. on neutralise par addition d'une solution 
aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique, puis pr6cipite par addition de deux volumes de methanol. On isole 55 
par filtration 1,33 g d'h6parine depolymeris6e, sous forme de sel de sodium. 



Exemple 1 5 

60 

On dissout sous agitation 3 g de I'ester chloro-4 benzylique d'heparine obtenu k I'exemple 10 dans 
120 ml d'une solution aqueuse k 10% de carbonate disodique. Aprfes deux heures d'agitation k une 
temperature de 20°C a 25°C. on am6ne le pH de la solution k 6 par addition d'une solution aqueuse N 
d acide chlorhydnques, puis ajoute un volume de methanol egal k deux fois le volume de la solution 
aqueuse. On isole par filtration le precipite forme et obtient ainsi 2, 1 g d'ester chloro-4 benzylique d'he- 65 
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parine. 

On traite sous agitation, pendant deux heures, 2 g de Tester ci-dessus par 50 ml d'une solution 
aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de sodium 6 60°C. Aprfes refroidissement, on neutralise par addition d'une 
solution aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique. puis pr£cipite par addition de deux volumes de methanol. 
5 On obtient ainsi 1,4 g d'h6parine d6polym^ris6e f sous forme de sel de sodium. 

Dans les exemples 1610 et 12615 precedents, avant de prgcipiter le produit f orme par addition des 
deux volumes de methanol, on a ajuste la concentration en NaCI de la phase aqueuse 6 1 0 % par addi- 
tion de chlorure de sodium. 

10 

Exemple 16 

A une solution de 10 g d'heparinate de benzethonium dans 250 ml de dichloromethane. on ajoute 
1 0 g de chlorure de (chloro-4) benzyle que Ton dissout par agitation. La solution est abandonee a tem- 

15 p6rature ambiante pendant 24 heures, puis on precipite Tester forme par addition d'une solution 610% 
d'acetate de sodium dans du methanol. Le precipite est f iltre. lave au methanol. On obtient ainsi 3,72 g 
d'ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On traite 6 60°C, pendant 5 heures, une solution de 0,500 g de Tester precedent dans 1 0 ml de form- 
amide par 0,5 ml de diaza-1 ,5 bicyclo [4,3,0] nonfene-5. Aprfcs refroidissement, on precipite par addi- 

20 tion de 70 ml d'ac&tone. On recueille ainsi 0,364 g d'un produit qui est traite a 0°C, pendant 2 heures, 
par 6 ml d'une solution aqueuse N d'hydroxyde de sodium. La phase aqueuse est neutralist par addi- 
tion d'une solution aqueuse N d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCI est ajustee 6 1 0 % par 
addition de chlorure de sodium. On precipite par addition de deux volumes de methanol. On isole ainsi 
0,263 g d'heparine depotymerisee, sous forme de sel de sodium. 

25 

Exemple 17 

A une solution de 1 0 g d'heparine (sel de sodium) dans 40 ml d'eau on ajoute 2,5 ml d'acide ac6tique 

30 puis, lentement et sous agitation, 1 50 ml d'une solution aqueuse a 1 0 % de chlorure de benzethonium. 
Le precipite forme est recueilli par centrifugation, lave 6 Teau et sech6 sous vide. On obtient 1 9,67 g 
d'heparinate acide de benzethonium. 

On traite 1 1 g du produit par 1 1 g de chlorure de (chloro-4) benzyle dissous dans 1 1 0 ml de dimethyl- 
formamide, pendant 48 heures, 6 la temperature ambiante. On ajoute 220 ml d'une solution 6 10% 

35 d'acetate de sodium dans le methanol. Le precipite forme est f iltre et lave au methanol. On obtient ainsi 
4,70 g d'ester (chloro-4) benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

4 g de Tester ci-dessus sont dissous dans 20 ml d'eau et on ajoute lentement, sous agitation, 40 ml 
d'une solution aqueuse a 20% da chlorure de benzethonium. Le precipite forme est recueilli par centri- 
fugation, lave 6 Teau et s6che sous vide. On obtient ainsi Tester (chloro-4) benzylique d'heparine, sous 

40 forme de sel de benzethonium. 

1 g de Tester ci-dessus sous forme de sel de benzethonium est dissous dans 20 ml de dimethylforma- 
mide et est traite par 1 ml de diaza-1 .5 bicyclo [4,3.0] nonfcne-5 a 60°C, pendant 5 heures. Aprfes refroi- 
dissement, on precipite par addition de 50 ml d'une solution a 1 0 % d'acetate de sodium dans le metha- 
nol. On obtient ainsi 0.346 g d'un produit qui est traite a 0°C, pendant deux heures, par 5,8 ml d'une 

45 solution aqueuse N d'hydroxyde de sodium. La phase aqueuse est neutralisee par addition d'une solu- 
tion aqueuse N d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCI est ajustee 6 10% par addition de 
chlorure de sodium. On precipite par addition de deux volumes de methanol. Aprfes filtration et lavage 
au methanol du pr6cipit6. on obtient 0.253 g d'heparine d6polym6ris6e sous forme de sel de sodium. 

SO 

Exemple 1 8 

A une solution de 1 0 g d'heparine (sel de sodium) dans 40 ml d'eau on ajoute 2,5 ml d'acide f ormique 
puis, lentement et sous agitation, 1 50 ml d'une solution aqueuse 6 1 0 % de chlorure de benzethonium. 
55 On recueille le precipite par centrifugation, le lave 6 Teau et le sfcche sous vide. On obtient ainsi 20,5 g 
d'heparinate acide de benzethonium. On dissout 2,95 g du produit precedent dans 60 ml de dimethyl- 
formamide, puis on ajoute 5,9 ml d'une solution 0,1 N d'hydroxyde de tetrabutylammonium dans un 
melange n-propanol/m6thanol. 
Aprfes addition de 2,95 g de chlorure de (chloro-4) benzyle on abandonne cinq jours 6 temperature 
60 ambiante. On ajoute 74 ml d'une solution 6 1 0 % d'acetate de sodium dans le methanol. On isole par fil- 
tration 1 ,32 g d'ester (chloro-4) benzylique d'heparine. sous forme de sel de sodium. 

L'ester ci-dessus est dissous dans 6.4 ml d'eau et on ajoute lentement. sous agitation, 1 2.8 ml d'une 
solution aqueuse 6 20% de chlorure de benzethonium. Le precipite forme est recueilli par centrifuga- 
tion, lave 6 Teau et s6ch6 sous vide. On obtient ainsi Tester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme 
55 de sel de benzethonium. 
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1 g de Tester ci-dessus sous forme de se! de benzethonium est dissous dans 20 ml de dichtoro- 
methane et on ajoute 1 ml de diaza-1,5 bicyclo [4,3,0] nonene-5. On chauffe au reflux pendant 5 heu- 
res, puis evapore le solvant sous vide, reprend le residu par 1 5 ml de dimethylforrnamide et ajoute 20 ml 
d'une solution k 1 0 % d'acetate de sodium dans le methanol. Le precipite forme est isole par filtration et 
lave au methanol. 

On obtient sinsi 0,405 g d'un produit qui est traite a 0°C, pendant deux heures, par 6 ml d'une solution 
aqueuse N d'hydroxyde de sodium. La phase aqueuse est netralisee par addition d'une solution aqueuse 
N d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCI est ajustee a 10% par addition de chlorure de 
sodium. On precipite par addition de deux volumes de methanol. Apres filtration et lavage au methanol 
du precipite, on obtient 0,355 g d'heparine depolymerisee sous forme de sel de sodium. 



Exempte 1 9 

On dissout 0,600 g d'heparine (sel de sodium) dans 7 ml d'eau et ajuste le pH de la solution a 3,5 par 
addition d'une solution aqueuse N d'acide chlorhydrique. Puis on ajoute 0,300 g d'ethyl-1 (dimethyl- 
amino-3-propyl)-3 carbodiimide et, apres dissolution, abandonne la solution pendant une heure a la 
temperature ambiante. On ajoute 2,5 ml d'une solution aqueuse de chlorure de sodium a 280 g/l, puis 
1 5 ml de methanol. Le precipite forme est isole par filtration, lave au methanol et seche sous vide. On 
obtient ainsi 0,527 g d'ester methylique d'heparine, sous forme de sel de sodium, dont le taux d'esterif i- 
cation des groupes carboxyliques est 50%. 

On dissout 0,300 g de fester precedent dans 7,5 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d'hydroxyde de 
sodium et chauffe & 60°C pendant deux heures. Apres refroidissement on neutralise par addition d'une 
solution aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique, ajuste la concentration en NaCI du milieu & 10% par 
addition de chlorure de sodium et precipite par addition de deux volumes de methanol. On obtient ainsi 
0,200 g d'heparine depolymerisee, sous forme de sel de sodium. 

Les tableaux B et C suivants donnent les caracteristiques des produits (heparines deporymerisees 
sous forme de sel de sodium) prepares dans les exemples 1 a 1 9. Les pourcentages de soufre, d'azote et 
d'actdes uroniques, les pouvoirs rotatoires specifiques en solution aqueuse h 20°C, les poids molecu- 
laires moyens en poids et les activates indiques dans ce tableau ont ete determines par les methodes 
signalees precedemment. Dans la colonne dispersion de poids moleculaires figurent les valeurs extre- 
mes approximatives des poids moleculaires des polysaccharides constitutifs des melanges, telles que 
determinees par chromatographie par permeation de gel sur gel de polyacrylamide-agarose. Dans la 
colonne viscosite figurent les viscosites a 25°C des solutions aqueuses a 10% des produits. Dans la 
colonne absorption UV figurent les absorptions, sous une epaisseur de 1 cm, de solutions & 1 % des pro- 
duits dans HCI 0,01 N, i'absorption etant mesuree au maximum d' absorption situe dans la zone 
220-232 nm. 



Tableau C 



Exemple Poids molecu- Absorption UV Activite anticoagulante 

iaire moyen 

(en daltons) anti Xa in vitro APTT in vithro Codex in 

vitro 



16 4200 6 

17 5500 7,96 

18 4400 6,3 

19 5000 10,9 



140 63 60 

165 80 70 

110 60 40 

150 45 50 
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Tableau B 



15 



25 



35 



Exempts 


% acides 
ureniques 


%S 


%N 


W? 


Poids mol6- 
culaire 
moyen 
(en daltons) 


Dispersion de 
poids 

moteculaires 


1 


23.0 


11.5 


2.1 


+ 44° 


7 300 


1 600-12 000 


2 


26.0 


11.6 


2,0 


+ 44° 


6 500 


1 800-13 000 


3 


25.4 


12.0 


2.2 


+ 44° 


6400 


3000-11 000 


4 


23.9 


10.9 


2.1 


+ 35° 


5 500 


2 200-13 000 


5 


22,8 


12.2 


2.2 


+ 39° 


5000 


2 000-13 000 


6 


24.5 


10,8 


2.3 


+ 33° 


4200 


1 000-10 000 


7 


25,2 


11.3 


2.0 


+ 33° 


4100 


1 700-10000 


8 


23.7 


11.1 


2.2 


+ 35° 


4500 


1000-10000 


9 


26,0 


11.8 


2.2 


+ 38° 


4000 


2000-10000 


10 


25.2 


10,9 


2 1 


+ 41° 


3 800 


1 OOO— 9 000 


11 


23,8 


11.0 


2,3 


+ 27° 


2 800 


1 000- 8 000 


12 


23.9 


11.5 


2,0 


+ 40° 


4000 


2 000- 9 000 


13 


24,3 


11.8 


2,2 


+ 45° 


9 000 


3 000-20 000 


14 


25.6 


12.0 


2,1 


+ 44° 


8 500 


3 000-20 000 


15 


25.3 


11.8 


2.3 


+ 45° 


4000 


2000-20 000 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Exemple Viscos*rt6 Absorption UV Activity anti- Activity anti-Xa Activity 

(en centipoises) coagulante in vitro A.P.T.T. 

Codex in vitro (u. i./mg) in vitro 

(u.i./mg) (u.L/mg) 



1 


2,37 


7,5 


127 


180 


105 


2 


2,25 


7,8 


116 


148 


100 


3 


2,08 


7,9 


112 


163 


89 


4 


1,93 


8,2 


83 


130 


52 


5 


1.91 


9,7 


75 


118 


43 


6 


1.74 


12,5 


60 


140 


33 


7 


1,64 


1 5,0 


50 


130 


30 


8 


1.61 


16,4 


54 


110 


33 


9 


1,62 


14,0 


80 


159 


45 


10 


1.57 


15,4 


62 


159 


40 


11 


1,50 


22,8 


40 


90 


20 


12 


1,60 


14,4 


75 


140 


35 


13 


2,60 


5,9 


135 


140 


130 


14 


2,50 


6,1 


138 


130 


130 


15 


1.65 


10,64 


110 


170 


86 



Exemple 20 

Le produit de Texemple 1 d'une part et une Sparine commerciaie d'autre part ont 6t6 administr6s, h 
des 6poques differentes, par voie sous-cutan6e, k cinq volontaires sains, A la dose de 5000 u. i. Codex. 
Surdespr6l&vementssanguinseffectu6s 1 heure, 3 heures, 5 heures et 7 heuresaprte ('administration, 
on a mesur6 i'activrte anticoagulante plasmatique au moyen des tests anta-Xa et A. P. T.T. dtfinis pr6c6- 
demment. Les r6sultats obtenus ont 6t6 exprimgs en unites internationales par ml de plasma en se r£f6- 
rant & une courbe d'etalonnage trac6e d partir d'essais effectu6s sur un plasma t6moin auquel on a 
ajout6 des quantit6s connues d'h6parine de reference (36me dtalon international). 

Les r6sultats moyens obtenus sont rassembtes dans le tableau D suivant: 
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Tableau D 



Temps 6coul6 entra Activity anti-Xa Activity A. P.T.T. 

('administration 

et le pr6tevement Produit de H6parine Produit de H6parine 

I'exemple 1 commercials r example 1 commerciale 



W 1 heure 0,20 0,04 0.04 0,05 

3heures 0,27 0,08 0,05 0,04 

Sheures 0,28 0,06 0,03 0,02 

7heures 0,22 0.05 0,02 0,01 



15 



On voit que le produit de I'exemple 1 exerce un effet anti-Xa beaucoup plus intense que celui de I'rte- 
20 parine commerciale. 

Dans le cadre de la pr6sente demande, le dalton est dtfini comme 6tant 6ga! au seizifeme de la masse 
cTun atome d'oxygfene. soit 1 .65 x 1 0" 24 gramme (of A. Manuila, L Manuila, M. Nicole, H. Lambert, Dic- 
tionnaire Francais de M6decine et de Biologie, Tome I. 1970, p. 744). 



25 



50 



Revindications 



1 . Melanges de polysaccharides sulfates ayant la structure g6n6rale des polysaccharides constitutifs 
de I'rteparine et dont les groupes acides sont sous forme libre ou salif tee, ca ract6ris6s en ce que les poly- 
30 saccharides constitutifs desdits melanges poss&dent une double liaison 6thytenique a I'une des extr6- 
mitts de leur chatne et en ce que les m6langes prisentent, k l'6tat de sel de sodium, les caracteristiques 
suivantes: 

— pourcentage de souf re: 9 % 6 1 3,5 % 
55 - pourcentage d'azote: 1,8% 6 2,5% 

— pourcentage d'acides uroniques: 20% k 30% 

— potds moteculaire moyen en poide: 2000 k 1 0000 daltons 

— pouvoir rotatoire sp6cifique en solution aqueuse k 20°C: [a]l° = + 25° k 55° 

40 2. Melanges selon la revendication 1 , caract6ris6s en ce que les polysaccharides constitutifs desdits 
m6langes rGpondent k la formula: 

CH 2 — R, 

O-fG-0-U} jr O-y^ H H N H, OH (I) 




H NH— R 2 



dans laquelle R d6signe un atome d'hydrogfene ou un groupe carboxylique, sous forme acide ou sous 
forme saliftee, R' d6signe un groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme saliftee, 
R, d6signe un groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme salif tee, R 2 d6signe un 
groupe sulfonate, sous forme acide ou sous forme saliftee, ou un groupe actetyle, — O— d6signe un pont 

55 oxygfene, les chatnons G ddsignent les chainons du type glucosamine figurant dans la structure de I'rte- 
parine, les chalnons U d6signent les chainons du type acide uronique (acide D-glucuronique, acide 
L-iduronique, acide L-iduronique sulfate) figurant dans la structure de I'rteparine, et n est un nombre 
entier de 3 k 20, les groupes acides des polysaccharides 6tant sous forme libre ou sous forme salif tee. 
3. Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caract6ri$6s en ce qu'ils pr6sentent, k 

90 l'6tat de sel de sodium, les caract6ristiques suivantes: 

- potds moteculaire moyen en poids: . 8000 k 10000 daltons 

- activity anticoagulante in vitro Codex: 1 30 k 1 60 u. L/mg 

- activity in vitro anti-Xa: 1 30 k 1 80 u. \Jix\Q 
65 - evtivit6 in vitro A. P.T. T.: 1 00 k 1 50 u. i./mg 
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_ rapport activtte in vitro anti-Xa . 141i6 
activite in vitro A. P.T.T. 

4. Melanges selon Tune quetconque des revendications 1 et 2, caracterises en ce qu'ils presentent, a 
I'etat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 3000 a 8000 dattons 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 80 a 140 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa: 1 20 a 250 u. i./mg 

- avtiv'rte in vitro A. P.T.T.: 80 a 1 20 u. i./mg 

. activite in vitro anti-Xa 4**0 

- rapport : 1.4 a 3 

activite in vitro A. P.T.T. 

5. Melanges sefon Tune quelconque des revendications 1 et 2. caracterises en ce qu'ils presentent a 
I'etat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 2000 a 7000 daltons 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 10 a 80 u.L/mg 

- activite in vitro anti-Xa: 80 a 250 u. i./mg 

- avtivrte in vitro A. P.T.T.: 1 0 a 80 u. i./mg 

. activite in vitro anti-Xa ^ x 

- rapport : 2 a 10 

activite in vitro A. P.T.T. 

6. Melange selon la revendication 5 r caracterise en ce qu'il presente, a I'etat de sel de sodium, les 
caracteristique suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 4200 daltons 

- pouvoir rotatoire [d&° = + 33° 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 60 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa: 140 u.L/mg 

- activite in vitro A.P.T.T.: 33 u.i./mg 

7. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il presente, a I'etat de sel de sodium, les 
caracteristique suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 41 00 daltons 

- pouvoir rotatoire [all 0 535 + 33° 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 50 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa: 130u.i./mg 

- activite in vitro A. P.T.T.: 30 u.i./mg 

8. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il presente, a I'etat de sel de sodium, les 
caracteristiques suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 4500 daltons 

- pouvoir rotatoire [a]l° « + 35° 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 54 u.i./mg 

- activite in vitro anti-Xa: 1 1 0 u. i./mg 

- activite in vitro A. P.T.T.: 33 u. i./mg 

9. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il presente, a I'etat de sel de sodium, les 
caracteristiques suivantes: 

- poids moleculaire moyen en poids: 4000 daltons 

- pouvoir rotatoire [off — + 38° 

- activite anticoagulante in vitro Codex: 80 u.L/mg 

- activite in vitro anti-Xa: 159 u.L/mg 

- activite in vitro A. P. T. T.: 45 u. i./mg 

1 0. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il presente, a I'etat de sel de sodium, les 
caracteristiques suivantes: 
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- poids moI6culaire moyen en poids: 38 S° dalton ,f 

- pouvoir rotatoire Md = + 41 

- activity anticoagulante in vitro Codex: 62 u. i./mg 

- activite in vitro anti-Xa: 1 59 u. i./mg 
5 - activite in vitro A.P.T.T.: 40u.L/mg 

11. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il pr6sente, a l'6tat de sel de sodium, les 
caract6ristiques suivantes: 

10 - poids mo!6culaire moyen en poids: 2800daltons 

- pouvoir rotatoire Wo = + 27° 

- activity anticoagulante in vitro Codex: 40 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa: 90 u - L / m 9 

- activity in vitro A. P.T.T.: 20 u - ' / m 9 

15 

1 2. Melange selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il pr6sente, h l'6tat de sel de sodium, les 
caracteristiques suivantes: 

- poids moieculaire moyen en poids: 40 S^ da ^ ) J3o 5 
20 - pouvoir rotatoire - + 40° 

- activity anticoagulante in vitro Codex: 75 u. L/mg 

- activity in vitro anti-Xa: 140 u.i./mg 

- activity in vitro A. P.T.T.: 35 u. i./mg 

25 1 3. Melange selon la revendication 4, caract6ris6 en ce qu'il presents, & I'etat de sel de sodium, les 
caracteristiques suivantes: 



- poids moieculaire moyen en poids: 4000daltons 

- pouvoir rotatoire Mo — + 45 
30 - activity anticoagulante in vitro Codex: 1 1 0 u. i./mg 

- active in vitro anti-Xa: 1 70 u. i./mg 

- activite in vitro A. P.T.T.: 86 u. i./mg 



1 4. Proc6d6 de preparation des melanges selon la revendication 1 , caracterise en ce que Ton fait r6a- 
35 gir # en milieu aqueux et a une temperature de 20°C * 80°C. un ester d'heparine, soluble dans I'eau, resul- 
tant de resterif ication partielle ou totale des groupes acides carboxyliques de rh§parine avec une base 
min6rale ou organique soluble dans I'eau et isole le produit de d6polym6risation ainsi form6. 

1 5. Procede selon la revendication 1 4. caract6ris6 en ce que la concentration moiaire de la base dans 
le milieu est 0,1 e 0.6. 

40 16. Precede de preparation des melanges selon la revendication 1, caracterise en ce que I on fart 
r6agir un ester d'heparine resultant de !'est6rif ication partielle ou totale des groupes acide carboxy lique 
de I'heparine avec une base, au sain d'un solvent organique inerte dudit ester, isole le produit de d6poly- 
merisation ainsi forme * I'etat de sel alcalin et I'hydrolyse par une solution aqueuse d'hytiroxyde de 
sodium au moins 1 N £ basse temperature. 

45 1 7. Proc6de selon la revendication 1 6. caracterise en ce que la reaction de Tester d'h6panne avec la 
base est effectu6e £ une temperature de 20°C & 80°C. 

1 8. Medicament utilisable en particulier pour la prevention et le traitement des thromboses et pour le 
traitement de t'hyperlipemie. caract6ris6 en ce qu'il contient comme ingredient actif un melange de 
polysaccharides sulfates tel que d6fini dans chacune des revendications 16 13, les groupes acides 

50 desdits polysaccharides etant sous forme de sels pharmaceutiquement acceptables. 

1 9. Medicament selon la revendication 1 8. caracterise en ce que les groupes acides des polysacchari- 
des sulfates sont sous forme de sel de sodium, de sel de calcium ou de sel de magnesium. 

55 Patantanaprucha 

1 . Gemische von sulfatierten Polysacchariden mh der allgemeinen Struktur der grundlegenden Poly- 
saccharide des Heparins und deren saure Gruppen in f reier oder in Salzf orm vorliegen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die grundlegenden Polysaccharide dieser Gemische eine athylenische Doppelbindung an 
60 einer der fiu&eren Enden ihrer Kette besitzen und daS die Gemische im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweisen: 

- Protentsatz Schwefel: 9bis 1 3,5 % 

- Prozentsatz Stickstoff : 1 # b } s 2.0% 
65 Prozentsatz Uronsauren: 20 bis 30% 
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- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: W hi. WOW Ojjon 

- spezifisches Drehvermogen in waBnger Losung bei 20°C: l«lo - + Z5> dis + oo 

2. Gemische gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die grundlegenden Polysaccharide 
dieser Gemische der Formel (I) entsprechen: 





O^G-O-U^O-^Hjpi H < ° H ® 

H R' H NH — R 2 

worin R ein Wasserstoffatom oder eineCarboxylgruppe in f^^^^f^^S^S^ 
Gruppe OH oder eine Sulfatgruppe. in Siureform oder .n Salzform bedeutet, R, e.n £™P£lSS £ta 
eine Sulfatgruppe in Saureform oder in Salzform bedeutet. R 2 erne Suttonatgruppe .n ^"refo^oder m 
Salzform oder eine Acetylgruppe bedeutet.-0- eine Sauerstoffbrucke bedeutet. wobe. die Kettenglie- 
derGdieKettengliedervomGlukosamintyp.welche in der Strukturdes Heparins v °*™™"'^"^ n 
und die KettengHeder U die KettengliedervomTyp UronsSure (D-Glukuronsaure. I L-W^on»ure. su^- 
tierte L-lduronsSure), welche in der Struktur des Heparins vorkommen. bedeuten und n «t eine ganze 
Zahl von 3 bis 20. wobei die Sauregruppen der Polysaccharide in f reier Form oder in Salzform vor- 

T SnShe gemaB einem der Anspruche 1 und 2. dadurch gekennzeichnet. daB sie im Zustand des 
Natriumsalzes die folgenden Charakteristika aufweisen: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: 8000 bis 10 000 Dalton 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: 325 IE £5? 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: ISSUE 82 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 100 bis 150 lE/mg 

- Verhiltnis i" vitro Aktivnat anti-Xa ; 1bis1>5 

in vitro Aktivitat A.P.T.T. 

4. Gemische gemaB einem der Anspruche 1 und 2. dadurch gekennzeichnet. daB sie im Zustand des 
Natriumsalzes die folgenden Charakteristika aufweisen: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: 3000 bis 8000 1 Dalton 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: 80 b s 1 40 . EVmg 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: 1 JO b s 250 E/mg 

- in vitro Aktivitat A.P.T.T.: 80 bus 1 20 lE/mg 

w ^ . in vitro Aktivitat anti-Xa . 1.4 bis 3 

- Vernaitnis ■ _ T T • 

in vitro Aktivitat A.P.T.T. 

5. Gemische gemaB einem der Anspruche 1 und 2. dadurch gekennzeichnet. daB sie im Zustand des 
Natriumsalzes die folgenden Charakteristika aufweisen: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: ^g^^S^ 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: EESoiE/Xa 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: SSSEbS? 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 10bis80IE/mg 

u_i.ii*.!. in vitro Aktivitat anti-Xa . 2 bis 10 

" Verhaltn,S in vitro Aktivitat A.P.T.T/ 

6. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: f^K^+jS 

- Drehvermogen l<r i D ft . F/ _ a 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: w# e/mg 

- in vitro AktivHat anti-Xa: 1 Tf Y«r* 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 33 lE/mg 
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7. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: f 10 ^f*™ 
S - Drehvermogen cn ic/t,o 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: »° ^ m S 

- in vitro Aktivitat anti-Xe: USES 

- in vitro Aktivitat A.P.T.T.: 30 lE/mg 

M 8. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: fSi"??? 

- Drehvermogen la g> 

IS - antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: " 2 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: . US ES 

- in vitro Aktivitat A.P.T.T.: 33 lE/mg 

9. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
20 folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: f?00 °f "J" 

- Drehvermogen [ %TpLn 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: j*j WW 
2S - in vitro Aktivitat anti-Xa: US KS 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 45 ,E / m 8 

1 0. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

X - mittleres Molekulargewicht in Gewicht: f^SPJ*? a°io 

- Drehvermogen 7,",*' 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: " t//"9 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: 1 °* ™ 
3S - in vitro Aktivitat A. P. T.T.: 40 lE/mg 

1 1 . Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

40 - mittleres Molekulargewicht in Gewicht: ??S°_ D ^° 7 n o 

- Drehvermogen aA° if/™ 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: «° wmg 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: SSiwS 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 20 ,E / m 9 

* 12. Gemisch gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. daB es imZustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: fS^J'S 
SO - Drehvermogen la 4°_ 

- antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: '*> «™» 

- in vhro Aktivitat anti-Xa: 1 *° 

- in vitro Aktivitat A. P.T.T.: 35 IE/m 8 

55 1 3. Gemisch gemaB Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet. daB es im Zustand des Natriumsalzes die 
folgenden Charakteristika aufweist: 

- mittleres Molekulargewicht in Gewicht: S° »°+ 45° 

- Drehvermogen \i 0 Q )E/ 

80 - antikoagulierende Aktivitat in vitro Codex: 170 BUS 

- in vitro Aktivitat anti-Xa: |E/ 

- in vitro Aktivitat A.P.T.T.: 80 it/mg 



55 



14 VerfahrenzurHerstellungderGemische gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daysman in 
waBrigem Milieu und bei einer Temperatur von 20 bis 80°C einen in Wasser ISslichen Hepannester. der 
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von der teilweisen oder totalen Veresterung der Saure-Carboxylgruppen des Heparins resuttiert. mit 
einer in Wasser loslichen Mineralbase oder organischen Base zur Reaktion bringt und das so gebildete 
Depolymersisationsprodukt isoliert. 

1 5. Verfahren gemad Anspruch 1 4, dadurch gekennzeichnet daR die molare Konzentration der Base 
in dem Milieu 0.1 bis 0,6 betragt. 

1 6. Verfahren zur Herstellung der Gemische gemaft Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS man 
einen Heparinester, der von der teilweisen oder totalen Veresterung der Saure-Carboxylgruppen des 
Heparins resultiert, mit einer Base in einem organischen, fur diesen Ester inerten Losungsmittel um- 
setzt das so gebildete Depolymerisationsprodukt im Zustand des Alkalisalzes isoliert und es mit einer 
waSrigen, mindestens 1 N Natriumhydroxidlosung bei niedriger Temperatur hydrolisiert. 

1 7. Verfahren gemaB Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet daS die Reaktion des Heparinesters mrt 
der Base bei einer Temperatur von 20°C bis 80°C durchgefuhrt wird. 

18. Medikament, daB insbesondere zur Vorbeugung und Behandtung von Thrombosen und zur 
Behandlung der Hyperlipamie verwendbar ist dadurch gekennzeichnet daS es als aktiven Bestandteil 
ein Gemisch der sulf atierten Polysaccharide, wie es in jedem der Anspruche 1 bis 1 3 definiert ist v ent- 
halt, wobei die Sauregruppen dieser Polysaccharide in Form von pharmazeutisch annehmbaren Satzen 
vorliegen. 

1 9. Medikament gemaS Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet daB die Sauregruppen der sulf atier- 
ten Polysaccharide in Form des Natriumsalzes, des Calciumsalzes oder des Magnesiumsalzes vorliegen. 



Claims 

1 . Mixtures of sufphated polysaccharides having the general structure of the polysaccharides present 
in heparin, whose acid groups are in the free form or converted into a salt form, characterised in that the 
polysaccharides present in the said mixtures have an ethylenic double bond at one of the ends of their 
chain and in that, in the form of the sodium salt the mixtures have the following characteristics: 

— percentage of sulphur: 9 % to 1 3.5 % 

— percentage of nitrogen: 1 .8% to 2.5 % 

— percentage of uronic acids: 20% to 30% 

— weight-average molecular weight: 2000 to 1 0 000 daltons 

— specific rotatory power in aqueous solution at 20°C: [a%° — + 25° to + 55° 

2. Mixtures according to claim 1 , characterised in that the polysaccharides present in the said 
mixtures correspond to the formula: 





0-4G— O— UJjtO-< " „ > H, OH 0) 



H R' H NH— R 2 



in which R designates a hydrogen atom or a carboxytic group in an acid form or converted into a salt 
form, R' designates an OH group or a sulphate group, in an acid form or converted into a salt form, R t 
designates an OH group or a sulphate group, in an acid form or converted into a salt form, R 2 designates 
a sulphonate group, in an acid form or converted into a salt form, or an acetyl group, — O— designates an 
oxygen bridge, the links G designate the links of the glucosamine type present in the structure of the 
heparin, the links U designate the links of the uronic acid type (D-glucuronic acid, L-iduronic acid and 
sulphated L-iduronic acid) present in the structure of the heparin, and n is an integer form 3 to 20, the 
acid groups of the polysaccharides being in the free form or converted into a salt form. 

3. Mixtures according to either of claims 1 and 2, characterised in that, in the form of a sodium salt, 
they have the following characteristics: 

- weight-average molecular weight: 8000 to 1 0 000 daltons 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 1 30 to 1 60 i. u./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 1 30 to 1 80 i. u./mg 

- in vitro A. P.T.T. activity: 1 00 to 1 50 i. uVrng 

_ ratio of ^ vitro anti-Xa activity . , tQ , 5 

in vitro A. P.T.T. activity 
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4. Mixtures according to either of claims 1 and 2, characterised in that, in the form of a sodium salt, 
they have the following characteristics: 

- weight-average molecular weight: 3000 to 8000 daltons 
5 - in vrtro Codex anticoagulant activity: 80 to 1 40 i. u./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 1 20 to 250 i. u./mg 

- in vitro A. P.T.T. activity: 80 to 1 20 L u./mg 

_ ratio of i" v^ro anti-Xa activity . 14to3 
10 in vitro A. P.T.T. activity 

5. Mixtures according to either of claims 1 and 2 # characterised in that, in the form of a sodium salt 
they have the following characteristics: 

IS - weight-average molecular weight: 2000 to 7000 daltons 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 10 to 80 Lu./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 80 to 250 i. u./mg 

- in vitro A. P.T.T. activity: 1 0 to 80 i. u./mg 

20 _ ratio of ^ vitro anti-Xa activity . 2tolQ 
in vitro A. P.T.T. activity 
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6. A mixture according to claim 5, characterised in that in the form of a sodium salt it has the 
following characteristics: 



- weight-average molecular weight: 4200 daltons 

- rotatory power l<*& 0 = + 33° 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 50 i. u./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 1 40 i. u./mg 
30 - in vitro A. P.T.T. activity: 33 i. u./mg 

7. A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 

35 - weight-average molecular weight: 41 00 daltons 

- rotatory power [*]o° = + 33° 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 50 i. u./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 130Lu./mg 

- in vitro A. P.T.T. activity: 30 L u./mg 

40 

8. A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 



- weight-average molecular weight: 4500 daltons 
45 - rotatory power 7 + 35° 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 54 i. u./mg 

- in vitro anti-Xa activity: 1 1 0 i. u./mg 

- in vrtro A. P.T.T. activity: 33 i. u./mg 

50 9. A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 

- weight-average molecular weight: 4000 daltons 

- rotatory power Mo 7 + 38° 
55 - in vitro Codex anticoagulant activity: 80 i. u7mg 

- in vitro anti-Xa activity: 1 59 i. u^mg 

- in vitro A. P.T.T. activity: 45 i. u./mg 

10. A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
60 following characteristics: 

- weight-average molecular weight: 3800daltons 

- rotatory power Mo 7 + 41 

- in vitro Codex anticoagulant activity: 62 i. u./mg 
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— in vitro anti-Xa activity: 159 i.u»/mg 

— in vitro A. P.T.T. activity: 40 lujmg 

1 1 . A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 5 

— weight-average molecular weight: 2800 daltons 

— rotatory power [a]S° = + 27° 

— in vitro Codex anticoagulant activity: 40 i.u./mg 

— in vitro anti-Xa activity: 90 i.uVmg 10 

— in vitro A. P. T.T. activity: 20 i.u./mg 



1 2. A mixture according to claim 5, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 
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— weight-average molecular weight: 4000 daltons 

— rotatory power [a] J° = + 40° 

— in vitro Codex anticoagulant activity: 75 i.u./mg 

— in vitro anti-Xa activity: 140 i.u./mg 

— in vitro A. P. T. T. activity: 3 5 i. u./mg 20 

13. A mixture according to claim 4, characterised in that, in the form of a sodium salt, it has the 
following characteristics: 

— weight-average molecular weight: 4000 daltons 26 

— rotatory power [<r]J° = + 45° 

— in vitro Codex anticoagulant activity: 1 1 0 i. u7mg 

— in vitro anti-Xa activity: 1 70 i. u./mg 

— in vitro A. P. T.T. activity: 86 i.u^mg 

30 

1 4. A process for the preparation of the mixtures according to claim 1 , characterised in that a water- 
soluble ester of heparin, produced by partial or complete esterification of the heparin carboxylic acid 
groups is reacted with an inorganic base or a water-soluble organic base in an aqueous medium and at a 
temperature from 20°C to 80°C, and the depolymerisation product thus produced is separated. 

1 5. A process according to claim 1 4, characterised in that the molar concentration of the base in the 35 
medium is 0.1 to 0.6. 

1 6. A process for the preparation of the mixtures according to claim 1 , characterised in that an ester of 
heparin produced by partial or complete esterification of the heparin carboxylic acid groups is reacted 
with a base, in an organic solvent unreactive towards the said ester, the depolymerisation product thus 
produced is separated in the form of an alkali metal salt and is hydrolysed at a low temperature with an 40 
aqueous solution of sodium hydroxide whose normality is at least IN.-. 

1 7. A process according to claim 1 6, characterised in that the reaction of the heparin ester with the 
base is carried out at a temperature of 20°C to 80°C. 

1 8. A medication which may be employed in particular for the prevention and the treatment of throm- 
bosis and for the treatment of hyperlipemia, characterised in that it comprises as an active ingredient a 45 
mixture of sulphated polysaccharides such as specified in each of the claims 1 to 1 3, the acid groups of 

the said polysaccharides being in the form of pharmaceutical^ acceptable salts. 

1 9. A medication according to claim 1 8, characterised in that the acid groups of the sulphated poly- 
saccharides are in the form of a sodium salt, a calcium salt or a magnesium salt. 
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